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　　摘　要：目的　探讨一段位于人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）Ｌ１Ｃ末端、长３０个氨基酸残基的保守序列的免疫学性质而进行此实

验。方法　以此序列为基础人工合成多肽加氢氧化铝佐剂免疫小鼠。取免疫鼠脾脏制备脾细胞悬液，流式细胞术检测小鼠脾脏

中ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋淋巴细胞数量，计算ＣＤ４＋／ＣＤ８＋值。四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测细胞增殖。取培养上清

液以双抗体夹心法ＥＬＩＳＡ检测细胞因子ＩＬ４、ＩＦＮγ的含量。结果　（１）脾细胞ＣＤ３＋ＣＤ４＋细胞数量、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋值比阴性对

照组明显升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；（２）Ｔ细胞增殖实验结果未见明显差异（犘＞０．０５）；（３）细胞因子ＩＬ４含量较对照组

显著增高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＩＦＮγ含量与对照组比较无明显差异（犘＞０．０５）。结论　结果表明多肽诱导体液免疫

效果是肯定的，有作为预防性疫苗进一步研究开发的前景；多肽的细胞免疫原性可能较弱，未能诱导出与细胞免疫相关的反应，多

肽的免疫原性还有待于进一步改进提高。
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　　宫颈癌为妇女最常见的肿瘤之一，世界卫生组织的统计资

料表明，在全球妇女癌症病死率中宫颈癌位居第２位，一些发

展中国家甚至居于首位［１］。人乳头状瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏ

ｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染与宫颈癌发展密切相关
［２］，目前已发现

ＨＰＶ有１００多个型别。而现今临床使用的宫颈癌预防性

ＨＰＶ疫苗最多能够预防的型别只有４个型别
［３４］。因此，研究

广谱疫苗是有效预防宫颈癌的关键。前期课题组在 ＨＰＶＬ１

蛋白的Ｃ末端找到了一段能够诱导产生多型别反应能力抗体

的多肽序列。为进一步了解此多肽序列的免疫学特性，进行了

此研究，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　特异性肽段的确定、合成及抗多肽抗血清的制备　ＨＰＶ

Ｌ１共同表位特异性区段的氨基酸残基序列通过文献、软件，以

及对 ＨＰＶ１６Ｌ１蛋白三维结构分析确定
［５７］，序列以 ＨＰＶ１６

Ｌ１Ｃ末端ａａ４４８～４７７区段高度保守的序列为基础，对个别氨

基酸 残 基 进 行 了 置 换，序 列 为：ＥＶＮＬＫＥＫＦＳＡＤＬＤＱＦ

ＰＬＡＲＫＦＬＬＱＡＧＬＫＡＫ。特异性肽段委托北京赛百盛基因技

术有限公司在美国ＧｅｎｅｍｅｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＩｎｃ．公司用常规方法合

成。将合成多肽以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）溶解后，１∶１加氢氧化

铝佐剂，超声乳化，直至成均匀乳状分别以５０μｇ多肽剂量免

疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，共免疫３次。于第３次免疫后１０ｄ，即实验的

第４０天处死小鼠，采集标本进行相关检测。

１．２　免疫试剂　山羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ免疫球蛋白、山羊抗兔

ＩｇＧＨＲＰ免疫球蛋白，北京中杉生物金桥公司。Ｒａｔａｎｔｉ

ｍｏｕｓｅＣＤ３、４、８荧光单抗，美国Ｃａｌｔａｇ生物技术公司。小鼠

ＩＬ４、ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒，美国 Ｒ＆Ｄ生物技术公司。噻唑

蓝（ＭＴＴ），Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　多肽免疫原性的检测

１．３．１　血清中抗体效价ＥＬＩＳＡ检测　于实验的第４０天摘除

小鼠眼球采血，４℃放置２ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集血
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清，小计量分装，－８０℃保存备用。用间接ＥＬＩＳＡ法检测血

清抗体ＩｇＧ的滴度，具体方法如下：聚苯乙烯酶标板每孔分别

加入稀释的多肽０．１μＬ（含量为０．１μｇ），加碳酸缓冲液１００

μＬ包被，洗板，封闭；洗板；多肽抗血清按１∶１００，１∶２００，１∶

４００……１∶６４００用ＰＢＳ稀释，加入每孔０．１ｍＬ，设空白对照

和阴性对照（鼠抗ＩｇＧ）；洗板；每孔分别加入１∶１０００稀释的

辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗鼠

ＩｇＧ抗体，洗板；加入二氨基邻苯二胺显色液室温避光显色１５

ｍｉｎ，以２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４ 终止反应，酶标仪４９０ｎｍ读取各孔光

密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。重复实验３次取平均值。

１．３．２　ＦＣＭ 检测ＣＤ３
＋，ＣＤ３＋ＣＤ４＋，ＣＤ３＋ＣＤ８＋　小鼠取

血后断颈处死，７５％酒精浸泡消毒，无菌完整剥离脾脏，按常规

机械法制备单细胞悬液，ＰＢＳ离心洗涤，调整细胞浓度使成３×

１０７／ｍＬ。取脾细胞悬液５０μＬ／Ｔｅｓｔ，严格按抗体说明书要求

加入 适 当 试 剂 量 （ＨａｍｓｔｅｒＡｎｔｉＭｏｕｓｅＣＤ３ＦＩＴＣ，ＩｇＧ１

ＦＩＴＣ，ＲａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＣＤ４ＰＥ，ＣＤ８ＰＥ，ＩｇＧ２ａＰＥ），室温暗

处避光反应２０ｍｉｎ。免疫标本制备仪溶血，于１０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，２次 ＰＢＳ洗涤，０．５ｍＬＰＢＳ重悬沉淀，上机分析

（ＥＰＩＣＳＸＬ４型流式细胞分析系统）。

１．３．３　四甲基偶氮唑盐（ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）法检测淋巴细胞

增殖情况　取得的另一部分脾细胞悬液，离心弃上清液。用

ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ溶解红细胞，然后离心得细胞沉淀，用 ２ ｍＬ

Ｈａｎｋｓ液悬浮后加在２ｍＬ的淋巴细胞分离液面上，离心后取

两者界面上的细胞获得淋巴细胞，将细胞加入９６孔 Ｕ型培养

板、脾细胞１００μＬ及１６４０培养基，实验孔加入免疫相应多肽，

阳性对照孔加入ＣｏｎＡ１０μＬ／孔。培养６８ｈ，加 ＭＴＴ ，继续

孵育４ｈ，弃上清液，加二甲基亚枫（ＤＭＳＯ）２００μＬ／孔，振荡混

匀，使结晶物充分溶解，１０～３０ｍｉｎ内读值。比色：在酶标仪

上测定吸收值Ａ，记录结果。

１．３．４　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ４、ＩＦＮγ细胞因子　Ｔ

细胞增殖实验中，将制备的脾脏单个细胞悬液，加入平底９６孔

细胞培养板，１００μＬ／孔。然后分别加入不同浓度多肽、ＰＢＳ，

每个相同浓度做３复孔。于５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度的二氧

化碳培养箱中培养６８ｈ。培养结束取出每孔培养物的上清液，

分装于ＥＰ管中－８０℃备用，待做细胞因子ＩＬ４、ＩＦＮγ检测。

严格按试剂说明书的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法步骤：取出所需板

条，除空白孔外，分别将标本或不同浓度标准品（１００μＬ／孔）

加入相应孔中，封住反应孔，孵育；洗板；除空白孔外，加入生

物素化抗体工作液（１００μＬ／孔）封住反应孔，孵育；洗板；除空

白孔外，加入酶结合物工作液（１００μＬ／孔）封住反应孔，孵育；

洗板；加入显色剂，避光孵育１０～１５ｍｉｎ；加入终止液，混匀后

即刻测量ＯＤ４５０ｎｍ值（５ｍｉｎ内）。绘制标准曲线，并根据绘

制的标准曲线计算出样品ＩＦＮγ和ＩＬ４含量。

２　结　　果

２．１　多肽免疫原性的确定

２．１．１　ＥＬＩＳＡ检测　多肽免疫鼠血清抗体ＩｇＧ滴度测定以

０．５μｇ／Ｌ浓度的多肽免疫鼠，可检测到血清内有较高滴度的

ＩｇＧ抗体活性，滴度在１∶６００左右。可以看出多肽免疫是成

功的（图１）。为进一步研究多肽的免疫原性提供了基础。

图１　　０．５μｇ／Ｌ多肽免疫小鼠后血清中抗体滴度

表１　　０．５μｇ／μＬ的多肽免疫小鼠后对脾脏中Ｔ细胞亚群的影响（狓±狊，狀＝６）

组别 ＣＤ３＋（％） ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ８（％） ＣＤ３＋ＣＤ４ＣＤ８＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

０．５μｇ／μＬ组 ４０．７８±２．６３ ３０．９８±２．５２ １１．９５±０．６７ ２．５９±０．３５

ＰＢＳ组 ３７．７０±１．９０ ２６．３０±１．７３ １４．２０±２．３３ １．８６±０．１７

　　：犘＜０．０５，与ＰＢＳ组比较。

图２　　流式细胞图

２．１．２　ＦＣＭ 检测　０．５μｇ／μＬ浓度多肽组能提高 ＣＤ３
＋ ＣＤ４＋细胞数量及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋值，与ＰＢＳ组结果相比差异有
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统计学意义（犘＜０．０５）。结果见表１。流式细胞图见图２。

２．１．３　多肽免疫鼠脾细胞悬液Ｔ细胞增殖实验 ＭＴＴ检测结

果　０．５μｇ／μＬ多肽免疫组鼠脾细胞悬液Ｔ细胞增殖实验结

果发现，多肽免疫鼠体外ＣｏｎＡ刺激与ＰＢＳ结果相比差异具

有统计学意义（犘＜０．０５），０．５μｇ／μＬ浓度多肽刺激与ＰＢＳ结

果相比，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＰＢＳ免疫鼠体外Ｃｏ

ｎＡ与ＰＢＳ结果相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），而多肽与

ＰＢＳ结果相比差异无统计学意义（犘＞０．０５），结果见表２。

表２　　多肽免疫小鼠后Ｔ淋巴细胞增殖结果（狓±狊，狀＝６）

组别 ０．５μｇ／μＬ（免疫）组 ＰＢＳ组

ＰＢＳ（刺激） ０．７８３４１±０．０２３５７ ０．７９４７４±０．０５５５３

１μｇ／μＬ ０．８２３３５±０．０４７６３ ０．７６７３８±０．０９０３６

０．５μｇ／μＬ ０．７９３５８±０．０５７２１ ０．８０５３３±０．０２７８０

０．２５μｇ／μＬ ０．６５４４３±０．０７４２１ ０．７２８１６±０．０１０８８

ＣｏｎＡ ０．９８３３１±０．０６３２２△ １．０６８２０±０．０１４０１△

　　△：犘＜０．０５，与ＰＢＳ比较。

２．１．４　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测　小鼠脾细胞悬液体外刺激

后测定ＩＬ４、ＩＦＮγ水平。按试剂盒说明书分别绘制ＩＬ４、

ＩＦＮγ标准曲线。各试验组的实测值与之比较，算出对应的含

量。（１）ＩＬ４含量的检测结果０．５μｇ／μＬ浓度多肽免疫鼠脾

细胞悬液体外经１μｇ／μＬ多肽刺激后，培养上清液测得ＩＬ４

的含 量 （３３．８８８±４．９０２）ｐｇ／ｍＬ 比 ＰＢＳ 阴 性 对 照 组

（１３．２５４±４．２４４）ｐｇ／ｍＬ明显增高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。０．５μｇ／μＬ组的小鼠ＩＬ４的含量可以达到３０ｐｇ／ｍＬ

以上。（２）ＩＦＮγ的含量检测结果。０．５μｇ／μＬ浓度免疫的鼠

脾细胞悬液体外经（１μｇ／μＬ）多肽刺激后，ＩＦＮγ的含量

（１０．６６７±４．９３７）ｐｇ／ｍＬ与阴性对照组结果（１０．５４６±４．２４４）

ｐｇ／ｍＬ比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

ＨＰＶ是宫颈癌的主要致病因子，宫颈癌在全球发病率高。

应用疫苗进行防治不仅可以预防病毒感染，且可降低此类病毒

感染相关的恶性肿瘤的发生，具有十分重要意义。为了有效预

防这类病毒的感染和传播，世界各国都在开展大量 ＨＰＶ疫苗

的研究，发展 ＨＰＶ疫苗成为人们关注的焦点
［８］。迄今为止，

ＨＰＶ疫苗的研制已取得突破性进展，第一个由 Ｍｅｒｃｋ公司生

产的预防性 ＨＰＶ疫苗已经上市，但大都针对高危型别。由于

ＨＰＶ型特异性很强，型间很少有交叉反应，所以针对多型

ＨＰＶ的预防性疫苗的研究，可有效控制与其有关的疾病的传

播与发生，降低由其引起的恶性肿瘤的发生率。但由于对

ＨＰＶ感染细胞的免疫标志物了解太少，加之表位多肽的免疫

原性较弱，难以刺激有效而强烈的免疫应答，使其进展缓慢。

本研究利用前期筛选的一段位于 ＨＰＶＬ１Ｃ末端ａａ４４８～

４７７区段的高度保守的长３０个氨基酸残基的序列
［９］进一步探

讨这段人工合成多肽的免疫原性，并且在前期研究中已证实该

序列在体液免疫中具有多价性［１０１２］，为探索这段Ｌ１多肽有否

可能作为广谱疫苗研发奠定一定的基础。

免疫应答必须要有抗原的刺激，资料表明测定淋巴细胞体

外增殖反应是检测细胞免疫功能的基本方法之一，通过测定此

时淋巴细胞增殖情况就可间接反映由疫苗诱导的特异性细胞

免疫应答的情况。本实验通过 ＭＴＴ法对接受多肽免疫注射

后的小鼠脾细胞进行Ｔ淋巴细胞增殖实验测定与ＰＢＳ结果相

比，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。多肽Ｔ淋巴细胞增殖反应

不明显可能与该多肽的细胞免疫原性很弱有关或不含Ｔ细胞

表位。

Ｔ细胞是构成机体免疫系统的主要细胞群体之一，Ｔ细胞

在免疫调节中决定免疫应答的类型，协调细胞免疫和体液免疫

之间的关系。根据Ｔ细胞表面ＣＤ４和ＣＤ８分子表达情况，可

将成熟的Ｔ细胞分为ＣＤ４＋和ＣＤ８＋细胞。ＣＤ４＋和ＣＤ８＋ Ｔ

淋巴细胞的浸润，使得病变组织退变消失，其细胞免疫机制包

括直接杀伤、局部释放细胞因子、提高机体的免疫力、感染区免

疫活性细胞的吞噬和杀伤功能的恢复［１３］。故检测Ｔ细胞亚群

对了解宿主体内的免疫功能有重要作用。本实验流式细胞术

测定结果多肽免疫的鼠脾组织ＣＤ３＋ＣＤ４＋细胞数量和ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋值均比阴性对照组高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），人

们发现ＣＤ４＋ Ｔｈ细胞在肿瘤免疫中能对ＣＤ８＋ Ｔ细胞和Ｂ细

胞起重要的辅助作用。ＣＤ４＋可增强ＣＴＬ、巨噬细胞、嗜酸性

粒细胞和抗体依赖的抗肿瘤免疫效应等，发现通过免疫产生的

特异ＣＤ４＋ Ｔｈ细胞能增加ＣＤ８＋ Ｔ效应细胞介导的抗肿瘤反

应，甚至当肿瘤细胞是 ＭＨＣⅡ阴性时也起作用
［７］。Ｌｉｇｉａ使用

流式细胞仪定量测定结合到ＣＤ４＋和ＣＤ８＋ Ｔ细胞ＤＮＡ上的

ＢｒｄＵ，发现ＨＰＶ１６、１８、３１、５３Ｌ１ＶＬＰ受试者接种ＨＰＶ１６Ｌ１

ＶＬＰ后ＣＤ４＋ Ｔ细胞的反应水平比ＣＤ８＋ Ｔ细胞要高
［１４］。本

实验结果说明，该保守序列多肽可以诱导机体升高 ＣＤ３＋

ＣＤ４＋细胞数量和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋值。而多肽免疫组小鼠ＣＤ３＋

ＣＤ８＋细胞数水平变化不明显，说明该多肽在诱导特异性ＣＴＬ

反应、清除 ＨＰＶ，及杀伤 ＨＰＶ相关肿瘤细胞还需进一步研

究。

细胞因子在低浓度下发挥作用，是机体发挥免疫功能不可

缺少的成分。以多肽免疫鼠脾细胞悬液，体外经多肽刺激后，

细胞因子ＩＬ４的含量与对照组的结果相比显著升高，差异有

统计学意义（犘＜０．０１），ＩＬ４的含量可达到３０ｐｇ／ｍＬ。而细

胞因子ＩＦＮγ的含量与对照组的结果比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。该结果与刘方
［１５］研究的 ＨＰＶ６Ｂ亚型Ｌ１重组

质粒的构建及免疫原性分析的报道一致，他发现Ｌ１重组质粒

免疫组小鼠的脾淋巴细胞在体外经Ｌ１蛋白刺激后ＩＬ４分泌

增加。曹伟［１６］在研究四段侯选多肽的免疫学效应时，在分别

免疫小鼠第６周后，体外也诱导出了细胞因子ＩＬ４的产生。

ＣＤ４＋Ｔｈ亚类细胞：Ｔｈ１和Ｔｈ２，分别在ＩＦＮγ，ＴＮＦ和ＩＬ４，

５，６，１０等细胞因子的诱导表达下支持细胞免疫和抗体应答。

ＩＬ４是Ｂ细胞生长因子，可以促使产生大量的抗体。ＩＬ４也

可诱导ＩｇＧ１ 和ＩＥ基因产生ＩｇＧ１，ＩｇＥ与嗜碱性粒细胞、巨噬

细胞上ＦｃＥＲ受体的上调作用相关。关于ＩＦＮγ的抗病毒作

用机制，主要还是免疫调节起主要作用，Ｏｈ等
［１４］把不同型

ＨＰＶ１６、１８、３１、５３的Ｌ１ＶＬＰ分别肌肉注射到健康年轻女性

后，接着接种 ＨＰＶ１６Ｌ１ＶＬＰ，然后检测到接种前后淋巴细胞

增殖反应的变化和细胞因子（ＩＦＮγ，ＩＬ１０，ＩＬ５）升高。本实

验结果发现，多肽体外刺激可以提高产生ＩＬ４的含量，而ＩＦＮ

γ的含量不高，说明多肽通过产生细胞因子调节机体的免疫功

能可能是以体液免疫为主。本研究由于测定的细胞因子是在

体外脾细胞悬液受多肽刺激后产生的，所以需要进一步研究该

序列多肽产生细胞因子调节机体的免疫功能途经，后续研究可

以通过测定胞内细胞因子的分泌进一步说明。
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